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論文内容要旨
 【研究目的】
 IL-2受容体(IL-2R)γ鎖はIL-2受容体からのシグナル伝達に必須であり,ヒトX連鎖重症
 複合免疫不全症(XSCID)の原因遺伝子である。1L-2の機能欠損ではXSCIDの病態を示さない
 ことからγ鎖が他のサイトカインの受容体としても機能していることが示唆された。しかし,受
 容体にγ鎖がサブユニットとして共有されていることが明らかとなったIL-4,IL-7の機能欠損
 でもXSCIDの病因を明確に説明し得ないことから,XSCIDに関与する別のサイトカインの存在
 が考えられた。IL-9はIL-2と同じく丁細胞の増殖因子であり,胎生期の胸腺に作用すること,
 またIL-2Rβ鎖とIL-9Rが細胞膜貫通部直下に一部相同領域を持つことから,IL-9Rにおいても
 γ鎖が共有されている可能性が示唆され,その有無をさきに作製したγ鎖に対する抗体を用いて
 解析した。
 【研究結果】
 1)抗体TUGm2はIL-2のγ鎖に対する結合を阻害する抗マウスγ鎖モノクローナル抗体とし
 て作製されたもので,その受容体にγ鎖を共有するIL-2,1L-4,IL-7依存性細胞増殖を阻害する
 ことがすでに報告されている。マウス肥満細胞株MC/9およびマウス丁細胞株CTLL-2のIL-9
 に依存した細胞増殖を測定したところ,両細胞ともTUGm2抗体存在下での細胞増殖の阻害が
 認められた。このことからγ鎖が機能的IL-9受容体に関わっていることが示唆された。
 2)ヨード125標識IL-9がIL-9受容体に結合する際に抗体TUGm2が与える影響をスキャッチャー
 ドプロットにより解析した。TUGm2はIL-2,IL-4,IL-7の受容体への高親和性結合を阻害する
 ことが報告されている。MC/9細胞においてTUGm2抗体存在下のIL-9に対する解離定数は
 230pMでコントロール抗体存在下とほぼ一致した。
 3)MC/9細胞とヨード125標識IL-9を反応させ,ケミカルクロスリンクし,細胞を可溶化し
 た。まず細胞抽出液を直接SDS-PAGEで泳動したものでは99kDaと86kDaのバンドが検出さ
 れたが,IL-9と細胞の反応時にTUGm2を存在させることにより99kDaのバンドは消失した。
 抗体TUGm3はIL-2のγ鎖への結合を阻害せず,IL-2と化学架橋したγ鎖を免疫沈降すること
 の出来る抗γ鎖モノクローナル抗体として作製されたもので,IL-4,IL-7と化学架橋したγ鎖も
 免疫沈降出来ることが報告されている。続いて細胞抽出物を,このTUGm3で免疫沈降し沈殿
 物をSDS-PAGEで解析した。その結果,99kDa,86kDa,65kDaのバンド,すなわちIL-9の分
 子量22kDaを差し引いて77kDa,64kDa,43kDaのタンパクが共沈した。これらのバンドは
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 IL-9と細胞の反歩時にTUGm2を存在させることによりすべて消失した。既に報告されている
 分子量,および細胞抽出物を直接泳動した結果において99kDaのバンドはTUGm2存在下では
 消失することから77kDa,64kDaのタンパクはそれぞれγ鎖,IL-9受容体と考えられた。この
 ように抗γ鎖抗体による免疫沈降でiL-9,IL-9受容体が共沈することからγ鎖がIL-9依存性に
 IL-9受容体と物理的に結合することが示唆された。
 以上の結果よりγ鎖が機能的IL-9受容体に共有されることが示され,IL-9がXSCDに関与す
 ることが示唆された。これまでにその受容体にγ鎖を含むことが明らかになっているIL-4,工L-7
 の場合と異なり,TUGm2はIL-9の受容体への結合を阻害しなかった。
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 審査結果の要旨
 本論文は機能的なIL-9受容体において,IL-2受容体γ鎖が共有されることを証明したもので
 ある。
 IL-2受容体(IL-2R)γ鎖はIL-2受容体からのシグナル伝達に必須であり,ヒトX連鎖重症
 複合免疫不全症(XSCID)の原因遺伝子である。IL-2の機能欠損ではXSCIDの病態を示さない
 ことからγ鎖が他のサイトカインの受容体としても機能していることが示唆された。しかし,受
 容体にγ鎖がサブユニットとして共有されていることが明らかとなったIL-4,IL-7の機能欠損
 でもXSCIDの病因を明確に説明し得ないことから,XSCIDに関与する別のサイトカインの存在
 が考えられた。IL-9はIL-2と同じく丁細胞の増殖因子であり,胎生期の胸腺に作用すること,
 またIL-2Rβ鎖とIL-9Rが細胞膜貫通部直下に一部相同領域を持つことから,IL-9Rにおいても
 γ鎖が共有されている可能性が示唆された。本論文ではその可能性の有無をさきに作製したγ鎖
 に対する抗体を用いて解析した。
 マウス肥満細胞株MC/9およびマウス丁細胞株CTLL2のIL-9に依存した細胞増殖を測定し
 たところ,両細胞とも抗マウスγ鎖単クロン抗体TUGm2存在下での細胞増殖の阻害が認めら
 れた。このことからγ鎖が機能的IL-9受容体に関わっていることが示唆された。一方,スキャッ
 チャードプロットによる解析では,MC/9細胞におけるTUGm2抗体存在下のIL-9に対する解
 離定数は230pMでコントロール抗体存在下とほぼ一致した。IL-2,IL-4,IL-7の場合と違い,
 TUGm2はIL-9の受容体に対する結合を阻害しなかった。続いてMC/9細胞とヨード125標識
 IL-9を反応させ,ケミカルクロスリンクし,細胞を可溶化,抗マウスγ鎖単クロン抗体TUGm3
 で免疫沈降したのち沈降物をSDS-PAGEで解析した。その結果,IL-9およびIL-9受容体が共沈
 しγ鎖がIL-9受容体と物理的に結合することが示唆された。
 IL-9受容体において他のサブユニットの存在が示されたのはγ鎖が初めてであり,IL-9受容
 体からのシグナル伝達にγ鎖が関与することを明らかにした。既にその受容体にγ鎖が共有され
 ていることが明らかになっているIL-4,IL-7,IL-15に加え,今回IL-9とXSCIDの関連を示唆
 したところにこの研究の意義がある。従って,本論文は博士号授与に値する研究とみなす。
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